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<g) Immunenzymometrischer Assay (IEMA) zur immunchemischen Bestimmung von Glykogenisophosphorylase 
BB (GP-BB) , Verfahren zur Herstellung und Verwendung des IEMA 

(§7) Die Erfindung betrifft einen immunenzymometrischen 
Assay (IEMA) zur quantitativen Bestimmung von Glykogeni- 
sophosphorylase BB (GP-BB), seine Herstellung und Ver- 
wendung. Die Erfindung ist in der medizinischen Diagnostik 
und in der Enzymtechnik anwendbar. 

Im Assay kommen nach dem Zwei-Seiten-Bindungsprinzip 
zwei monoklonale Antikorper gegen GP-BB zur Anwendung, 
die keinerlei Kreuzreaktivitat mit den Isoenzymen MM und LL 
der Glykogenisophosphorylase BB aufweisen. Zur Beschich- 
tung der festen Phase wird der Antikorper VID12 eingesetzt, 
der monoklonaie Antikorper IIF11 wird mit Meerrettich -Per- 
oxidase (POD) markiert. Die dtese Antikorper produzieren- 
den Hybridome sind in der Hinterlegungsstelle im Zentralin- 
stitut fur Molekularbiologie der Akademie der Wissenschaf- 
ten der DDR in Berlin hinterlegt. 

Durch eine optimale Stabilisierung der beschichteten festen 
J Phase und durch haltbare Positiv- und Negativkontrollen 
betragt die Verwendbarkeit des Assays mindestens ein 
halbes Jahr. Der Test zeichnet sich durch leichte Handhab- 
barkeit aus, die GP-BB lafct sich auch in Gegenwart der 
Isoenzyme MM und LL mit hoher Empfindlichkeit und 
Prazision in Korperflussigkeiten bestimmen. Die Testzeit 
betragt zur Feindiagnostik 90 Minuten und zur Schneildia- 
gnostik 30 Minuten. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen iEMA zur immunchemi- 
schen Bestimmung von GP-BB in Korperflussigkeiten, 
vor allem im Blut, dessen Herstellung und Verwendung. 5 
Die Erfindung ist inder medizinischen Diagnostik und in 
der Enzymtechnik anwendbar. 

Glykogenisophosphorylase b (EC 2.4.1.1.) kommt im 
rnenschlichen Organismus vorzugsweise im Skeiett- und 
Herzmuskel sowie in der glatten Muskulatur. der Leber 10 
und in Leukozyten vor und kann in die Isoenzyme B, M, 
L unterteilt werden. Die naturlicherweise auftretenden 
Dimere der Glykogenphosphorylase haben entspre- 
chend die Zusammensetzung BB, MM, LL und gewisse 
Mischformen. Fur den Herzmuskel typisch ist das Isoen- 15 
zym BB, obwohl auch MM in geringer Konzentration 
vorliegt In Abhangigkeit von der Stoffwechselsituation 
ist das Enzym aus einer strukturgebundenen Zellkom- 
ponente in ein zytosoiisch gelostes Protein uberfuhrbar. 
Bei entsprechender metabolischer Schadigung des 20 
Herzmuskels wird das Enzym aus den Myozyten freige- 
setzt und erscheint im Blut (Schulze, W., E.-G* Krause 
und A. Woilenberger: J. Mol. Cell. Cardiol. 2, 241 —251 
[1971]; G. Rabitzsch, E.G. Krause und L. Will-Shahab: 
Gutachten zur Wertigkeit der Glykogenphosphorylase 25 
b in der serologischen Diagnostik des aktuellen Herzin- 
farktes, Zentralinst f. Herz-Kreislauf-Forschung der 
AdW der DDR, 1979). Dieses Phanomen laBt sich fur die 
Diagnostik ischamischer Herzkrankheiten ausnutzen. 
Obwohl diese Tatsache schon lange bekannt war, ge- 30 
hort die Konzentrationsmessung der Glykogenphos- 
phorylase b noch nicht zu den diagnostischen Routine- 
methoden. 

Das bisher verwendete Bestirnmungsverfahren be- 
ruht auf dem Nachweis der Enzymaktivitat im menschli- 35 
chen Serum {Krause, E.-G., R Will, M. Bohm, A. Woilen- 
berger: Clin. Chim. Acta 58, 145—154 [1975]). Dieser 
Test ist in seiner Durchfuhrung fur klinische Routine- 
Untersuchungen auf Grund seiner Kompiiziertheit 
nicht einsetzbar: AuBerdem ist eine Diskriminierung 40 
zwischen dem Isoenzym BB und MM nicht moglich, da 
nicht das Enzym selbst, sondern seine Aktivitat gemes- 
sen wird. Eine Verbesserung der Bestimmungsmethode 
wurde durch die Einfuhrung der spezifischen Immun- 
hemmung entweder des Isoenzyms BB oder des Isoen- 45 
zyms MM mittels entsprechender polykionaler Antikor- 
per des Kaninchens erreicht (Rabitzsch, G., H. Schulz, K. 
Onnen, A. Kossler und E.-G. Krause: Biomed. Biochim. 
Acta 46, S. 584-588 [1987]; Rabitzsch, G., A. Kossler 
und E.-G. Krause: Zeitschr. Laboratoriumstechnik 50 
[1988]). Jedoch ist dieser Test nicht empfindlich genug, 
beruht auf nicht standardisierbaren Testbestandteilen, 
wie polyklonale Antikorper, und ist als Routinetest un- 
geeignet. Die Herstellung von monoklonalen Antikor- 
pem gegen GP-BB, beschrieben im DD-WP 2 42 750 55 
und 2 74 054 zur Verwendung fur die quantitative Be- 
stimmung von GP-BB in Korperflussigkeiten, ist inzwi- 
schen bekannt Das im DD-WP 2 74 098 beschriebene 
immunenzymometrische Verfahren zur Konzentra- 
tionsbestimmung des Enzyms, z. B. im Blut, erfolgt nach 60 
dem 2-Seiten-Bindungsprinzip. Hier werden 10 Antikor- 
perpaare vorgeschlagen. Mit diesen Antikorperkombi- 
nationen in dem beschriebenen Testverfahren gelingt 
eine prazise Qualifizierung von GP-BB auch in Gegen- 
wart hoher Konzentration des Isoenzyms MM, da die 65 
Antikorper keine Kreuzreaktion mit dem Isoenzym 
MM aufweisen. Nachteile dieses Verfahrens nach WP 
2 74 098 sind jedoch: 
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— Kreuzreaktion einiger dort beanspruchter Ak 
mit dem Isoenzym LL der Glykogenphosphorylase 
Diese Kreuzreaktion fuhrt moglicherweise zur fal- 
schen Interpretation der erhaltenen Werte (Fehl- 
diagnose z. B. Herzinfarkt — Leberschadigung), 

— Reproduzierbarkeit nicht mit alien dort aufge- 
fuhrten Ak-Paaren ausreichend wegen unter- 
schiedlicher Stabilitat der Ak, 

— mit der im DD-WP 2 74 098 vorgeschlagenen 
Losung ist eine problemlose Behandlung des Pa- 
tientenmaterials nicht moglich, 

— Stabilisierung der mit Ak beschichteten festen 
Phase nicht optimal geldst, 

— Positivkontrolle (Standardwerte) und Negativ- 
kontrolle nicht optimal auf Grund fehlender Halt- 
barkeit und Vergleichbarkeit mit zu testenden Pro- 
ben, 

— Produktivitat der zur Gewinnung der fur den 
IEMA benotigten monoklonalen Antikorper erfor- 
derlichen Hybridorne z. T. zu gering, um fur die 
Routinediagnostik eingesetzt werden zu konnen, 

— Hdhe der Blindwerte fur die Auswertung zu 
hoch. 

Die Erfindung hat das Ziel, einen optimalen Assay zur 
quantitativen Bestimmung von GP-BB zu entwickeln, 
der fur das Isoenzym BB der Glykogenphosphorylase 
absolut spezifisch ist und eine prazise Bestimmung auch 
in Anwesenheit der Isoenzyme MM oder LL erlaubt, 
der eine feste Reproduzierbarkeit gewahrleistet, eine 
leichte Herstellbarkeit und Handhabbarkeit des Testes 
und des Patientenmaterials sowie eine lange Verwend- 
barkeit des Tests einschlieBt und sowohl zur Fein- als 
auch zur Schnelldiagnostik einsetzbar ist 

Aufgabe der Erfindung ist es, zunachst zwei stabile 
Hybridorne zu finden, die Antikorper mit solchen kon- 
stanten Eigenschaften — ohne Kreuzreaktion mit dem 
Isoenzym MM und LL — in groBer Menge produzieren, 
dafl sie auch zur Schnelldiagnostik geeignet sind und der 
damit hergestellte Testkit in seinem Variationskoeffi- 
zienten internationalen Anforderungen entspricht. Au- 
Berdem ist die mit einem Antikorper beladene feste 
Phase optimal zu stabilisieren. GieichermaBen sind halt- 
bare Positiv- und Negativkontrollen herzustellen, so 
dafl die Verwendbarkeit des Assays mindestens ein hal- 
bes Jahr betragt Der Testablauf und die Losungen fur 
die Stabilisierung, fur die Blockierung freier Proteinbin- 
dungsstellen auf der mit Antikorpern besetzten festen 
Phase, fur die Verdunnung des Antikorper-Enzym-Kon- 
jugates sind so zu gestalten, daB der Test so kurz als 
moglich ist und mit einem sehr niedrigen Blindwert ver- 
bunden ist 

Die Aufgabe wird geldst, indem zur immunchemi- 
schen Bestimmung von GP-BB ein Assay eingesetzt 
wird, der besteht aus einer mit einem monoklonalen 
Antikorper gegen GP-BB beschichteten und stabilisier- 
ten festen Phase, einem zweiten monoklonalen Antikor- 
per gegen GP-BB, der mit einem Enzym markiert ist 
(Antikorper-Enzym-Konjugat), einer Losung zum Auf- 
nehmen des Antikorper- Enzym-Konjugates, den Posi- 
tivkontrollen (Standardproben), der Negativkontrolle, 
einem Chromogen, einem Enzymsubstrat, einem Sub- 
stratpuffer zum Aufnehmen von Enzymsubstrat und 
Chromogen sowie Saure zum Abstoppen der Farbreak- 
tion. 

ErfindungsgemaB wird als monokionaler Antikorper, 
mit dem die feste Phase beschichtet wird, der Antikor- 
per IVD12 (produziert durch die Hybridomzellinie 
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ZIM-0326) ausgewahlt. Die Stabilisierung der beschich- 
teten festen Phase erfolgt erfindungsgemaB mit einer 
Pufferlosung, die 2 — 7 Massenanteile in % Zucker, 
0,3—0,8 Massenanteile in % Schutzprotein, 0,01—0,03 
Massenanteile in % einer bakterioziden Substanz und 
0,02—0,1 Volumenanteile in % Detergens enthalt Vor- 
zugsweise werden als Zucker 5 Massenanteile in % Sac- 
charose, als Schutzprotein 0,5 Massenanteile in % Rin- 
derserumaibumin, als bakteriozide Substanz 0,02 Mas- 
senanteile in % Merthiolat und als Detergens 0,05 Volu- 
menanteile in %Tween 20 eingesetzt. 

Der zweite, mit Peroxidase (POD) markierte mono- 
klonale Antikorper ist erfindungsgemaB der Antikdrper 
IIF11 (produziert durch die HybridomzelHnie ZIM- 
0329). Beide Hybridomzellinien sind in der Hinterle- 
gungsstelle im Zentralinstitut fur Molekularbiologie der 
Akademie der Wissenschaften der DDR unter den o. g. 
Registriernummern hinterlegt Es handeit sich hier um 
zwei stabile Hybridome, die Antikdrper mit konstanten 
Eigenschaften und in guten Ausbeuten produzieren. 
Oberraschenderweise gehen nur die von diesen beiden 
Hybridomen produzierten monoklonalen Antikdrper 
keine Kreuzreaktionen mit dem Isoenzym LL der Gly- 
kogenphosphorylase ein. Die Losung zum Aufnehmen 
(Verdtinnen)des Antikorper-IIFl 1 -POD- [Conjugates ist 
eine Pufferlosung, die 5—15, vorzugsweise 10, Volu- 
menanteile in % normales Kalberserum, 0,02—0,1 Volu- 
menanteile in % Detergens, vorzugsweise 0,05 Volu- 
menanteile Tween 20, und 2 — 7, vorzugsweise 4, mM 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) enthalt. 

Die Negativkontrolle besteht in GP-BB-freiem ED- 
TA-PIasma (Nullplasma). Die Positivkontrollen enthal- 
ten unterschiedliche Standardkonzentrationen an GP- 
BB, aufgenommen in Nullplasma und lyophilisiert Sie 
konnen aus 2—8 Standardproben mit bekanntem Ge- 
halt an GP-BB bestehen. 

Die Pufferlosung der Stabilisierungslosung und der 
Losung zum Aufnehmen des Antikorper- II Fl 1- POD 
^Conjugates ist PBS (phosphate buffered saline: 0,02 M 
Na-Phosphate pH 7,3 und 0,154 M NaCl). 

Die feste Phase ist entweder eine Mikrotestplatte, ein 
Mikroteststreifen, ein Teststabchen oder eine Testkugel. 

Das zu bestimmende Blut ist vorzugsweise Plasma 
und enthalt 3-7 mM EDTA. Weiterhin enthalt das 
Testbesteck in seiner Vorzugs variant e das Enzymsub- 
strat H 2 0 2 (30%ig), das Chromogen (o-Phenylendiamin 
oder Tetramethylbenzidin) sowie die Stopplosung 
(2,5 N H2SO3). Die Pufferlosung zum Aufnehmen des 
Enzymsubstrates und des Chromogens besteht aus: 
0,2 M Na 2 HP04, 0,07 M Zitrat pH 5,0. Das Testbesteck 
enthalt demnach die mit dem ersten Antikorper be- 
schichtete feste Phase in luftdichter Verpackung, die 
Negativ- und Positivkontrollen als Lyophilisat, das Anti- 
korper-POD-Konjugat, die Pufferlosung zum Aufneh- 
men des Konjugates, Wasser zum Aufnehmen der Kon- 
trollen, die Pufferlosung zum Aufnehmen des Chromo- 
gens und des Substrates sowie die Stopplosung. 

Die Herstellung des immunenzymornetrischen Assays 
(IEMA) zur Bestirnmung von GP-BB in Korperflussig- 
keiten, vorzugsweise Blut, erfolgt, wie aus dem Stand 
der Technik bekannt, indem man eine feste Phase mit 
einem monoklonalen Antikorper gegen GP-BB be- 
schichtet und danach stabilisiert, einen zweiten mono- 
klonalen Antikorper gegen GP-BB mit einem Enzym 
markiert (Antikorper- Enzym- Konjugat), eine Losung 
zum Aufnehmen des Antikdrper- Enzym- Konjugats be- 
reitet, eine Substratlosung, bestehend aus Chromogen, 
Enzymsubstrat und Substratpuffer, Negativkontrolle 
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und Positivkontrollen sowie Saure zum Stoppen der 
Farbreaktion herstellt. ErfindungsgemaB wird die feste 
Phase, die eine Mikrotestplatte, ein Mikroteststreifen, 
ein Teflonstabchen oder eine Testkugel sein kann, mit 
5 dem monoklonalen Antikorper VID12 (Z1M-0326) be- 
schichtet, indem sie mit dem in Losung befindlichen An- 
tikorper in Kontakt gebracht wird und die Adsorption 
des mAk an die feste Phase innerhalb von 12 Stunden in 
einer feuchten Kammer bei 4°C (z. B. im Kuhlschrank) 
10 oder durch Antrocknen bei 37°C innerhalb von weniger 
als 16 Stunden erfolgt Als Losung zum Aufnehmen des 
monoklonalen Antikorpers ist PBS gut geeignet. An- 
schlieBend wird erfindungsgemaB die beschichtete feste 
Phase durch mehrstundige Inkubation, vorzugsweise 2 
15 Stunden bei Raurntemperatur, mit einer Pufferlosung 
stabilisiert, die enthalt 2—7 Massenanteile in % Zucker, 
vorzugsweise 5 Massenanteile in °/o Saccharose, 0,3—0,8 
Massenanteile in % Schutzprotein, vorzugsweise 0,5 
Massenanteile in % Rinderserumalbumin, 0,01—0,03 
20 Massenanteile in % einer bakterioziden Substanz, vor- 
zugsweise 0,02 Massenanteile in % Merthiolat, und 
0,02—0,1 Volumenanteile in % eines Detergens, vor- 
zugsweise 0,05 Volumenanteile in % Tween 20. Schlie fi- 
nch wird zur Aufbewahrung der mit dem Antikorper 
25 beschichteten und stabilisierten festen Phase diese sorg- 
faltig getrocknet und in Folie zusammen mit einem 
Trockenmittel (z. B. Filterpapier) luftdicht einge- 
schweiflt Der erfindungsgemaB zweite Antikorper 
IIF11 (produziert durch die Hybridomzeliinie ZIM- 
30 0329) wird nach bekanntem Verfahren mit Meerrettich- 
Peroxidase (POD) markiert. Das entstandene Antikor- 
per IIFll-POD-IConjugat wird fiir seine Verwendung 
im Test in einer Pufferlosung aufgenommen, die folgen- 
de Bestandteile enthalt, 5—15, vorzugsweise 10, Volu- 
35 menanteile in °/o normales Kalberserum; 0,02—0,1 Volu- 
menanteile in % Detergens, vorzugsweise 0,05 Volu- 
menanteile in % Tween 20, und 2—7, vorzugsweise 4, 
mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA). Als Pufferlo- 
sung zur Stabilisierung der beschichteten festen Phase 
40 und zum Aufnehmen des Antikorper-IIFl 1-POD-Kon- 
jugats ist PBS (phosphate buffered saline) gut geeignet. 

Als Negativkontrolle wird GP-BB-freies EDTA- Plas- 
ma (Nullplasma) bereitet und lyophilisiert Die Positiv- 
kontrollen ( = Standardwerte) enthalten GP-BB in defi- 
45 nierter Konzentration, aufgenommen in Nullplasma, 
und werden zwecks besserer Lagerfahigkeit lyophili- 
siert. 

Die Verwendung des immunenzymornetrischen As- 
says (IEMA) fur die quantitative Bestirnmung von GP- 
50 BB in Korperfliissigkeiten, vorzugsweise Blut, erfolgt, 
wie aus dem Stand der Technik bekannt, indem man die 
Reaktionsflachen einer mit einem monoklonalen Anti- 
korper gegen GP-BB beschichteten und stabilisierten 
festen Phase mit den zu bestimmenden Proben, einer 
55 Negativkontrolle und Positivkontrollen in Kontakt 
bringt, alle IControllen und Proben mit einem zweiten, in 
Losung befindlichen monoklonalen Antikorper gegen 
GP-BB, der mit einem Enzym markiert ist (Antikdrper- 
Enzym-Konjugat) inkubiert, danach mit einer Substrat- 
60 losung aus Chromogen, Enzymsubstrat und Substrat- 
puffer inkubiert, die Reaktion durch Zugabe von Sauren 
stoppt und schlieQlich die Enzymaktivitat photome- 
trisch, fluorometrisch oder luminometrisch bestimmt 
ErfindungsgemaB wird der oben beschriebene IEMA 
65 mit den zwei ausgewahlten monoklonalen Antikdrpern 
und der speziellen Stabilisierungslosung und der spe- 
ziellen Losung zum Aufnehmen des Antikdrper-POD- 
Konjugats eingesetzt Die zu bestimmenden Blutproben 
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werden als Plasma eingesetzt, das 3 — 7 mM EDTA ent- 
hait ErfindungsgemaB erfoigt die Inkubation mit dem 
Antikorper- POD- Konjugat in einer feuchten Kammer 
bei Raumtemperatur innerhalb von 90 Minuten zur 
Feindiagnostik oder auch nur innerhalb von 30 Minuten 5 
zur Schnelldiagnostik. 

Der beschriebene immunenzymometrische Test be- 
einhaltet bekannte Verfahrensmerkmale wie das Zwei- 
Seiten-Bindungsprinzip, die Enzymmarkierung mono- 
klonaler Antikorper und die Messung der Enzymaktivi- i 0 
tat. Die erreichte untere Nachweisgrenze von 0,5 ng/ml 
Probe und der Testbereich von 0 f 5 ng/ml bis ca. 100 ng/ 
ml entsprechen dem Stand der Technik. 

Die Vorteile dieses Tests gegenuber dem Stand der 
Technik bestehen in der Auswahl von zwei monoklona- 15 
len Antikorpern, die keinerlei Kreuzaktivitat mit den 
Isoenzymen MM und LL der Glykogenphosphorylase 
aufweisen, in der hervorragenden Reproduzierbarkeit 
der Testwerte auf Grund der besonderen Stabilitat des 
ausgewahlten Antikorperpaares, in der verbesserten 20 
Patientenprobenvorbereitung mit erleichterter Hand- 
habung, in der guten Lagerbarkeit der Testbestandteile 
durch die erfindungsgemaBe Stabilisierung, in der ho- 
hen Produktivitat der die ausgewahlten mAk produzie- 
renden Hybridomzellinien und schlieBHch in der gerin- 25 
gen Hone des Blindwertes. Die Verwendbarkeit des As- 
says betragt mindestens ein halbes Jahr. 

Dieses Testverfahren ist durch leichte Handhabbar- 
keit, gegeben durch ein optimales Testherstellungsver- 
fahren, geeignet, die Glykogenisophosphorylase BB 30 
auch in Gegenwart der Isoenzyme MM und LL mit 
hoher Empfindlichkeit und Prazision in Korperflussig- 
keiten bestimmen zu konnen. In seinerri Varianzkoeffi- 
zienten entspricht der Assay intemationalen Anforde- 
rungen (s. Abb. 1 — Standardkurve). Die Erfindung soli 35 
an Ausfuhrungsbeispielen noch naher erlautert werden, 
ohne sie einzuschranken. 

Ausfiihrungsbeispiele 

40 

L lmmunenzymometrischer Assay (1 EM A) zur 
quantitativen Bestimmung von 
Glykogenisophosphorylase BB(GP-BB) 

Als feste Phase werden die Napfe von 96-er-Mikro- 45 
testplatten (MTP) verwendet, die mit dem monoklona- 
len Antikorper VID12 vorbeschichtet sind. Nach Entfer- 
nen der MTP aus der luftdichten Verpackung und Auf- 
losen der Lyophilisate der Negativkontrolle und der Po- 
sitivkontrollen (6 Standardwerte) in Wasser werden 50 
Napfe mit je 50 \l\ der zu messenden Proben (z. B. ED- 
TA-Plasma), mindestens zwei Napfe mit je 50 uJ der 
Negativkontrolle (Nullplasma) sowie jeweils zwei Nap- 
fe mit 50 pj der gleichen Konzentration der Positivkon- 
trollen (insgesamt 6) geftillt. Jedem Napf werden dann 55 
50 }il des in einer Pufferldsung (PBS mit 10% Volumen- 
anteile normales Kalberserum, 0,05% Volumenanteile 
Tween 20, 4 mM an EDTA) vorverdunnten Antikorper- 
IIF1 1-POD-Konjugates zugegeben. 

Die sich anschlieBende Inkubation von 90 min erfoigt 60 
bei Zimmertemperatur in einer feuchten Kammer auf 
einem Schtittler. Danach wird grundlich mit Wasser ge- 
waschen und die Substratlosung (Phosphat (0,2 M 
Na 2 HP0 4 )-Zitrat (0,07 M)-Puffer, pH 5,0 mit 0,40 mg 
o-Phenylendiamin pro ml sowie 0,02% Volumenanteile 65 
an H 2 0 2 ) (200 uJ/Napf) zugegeben. 

Nach einer Inkubation von 15 min bei Zimmertempe- 
ratur im Dunkeln werden jedem pro Napf 50 u.1 2,5 N 
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H2SO4 zugefuhrt Die Intensitat der entstandenen Far- 
bung wird schlieQlich photometrisch bei der Weltenlan- 
ge von 492 nm gemessen. 

Aus der gemessenen Extinktion wird an Hand der 
mittels der Standardwerte (Positivkontrollen) erstellten 
Eichkurve der GP-BB-Gehalt einer Probe ermittelt (sie- 
he Standardkurve Abb. 1). 

2. Herstellung eines 1EMA zur quantitativen 

Bestimmung von GP-BB 

Die Napfe einer Mikrotestplatte als feste Phase wer- I 
den mit je 100 u.1 Antikorper-VID12-L6sung (5 pg Anti- 
korper pro ml PBS) gefulit. Die Beschichtung mit dem 
Antikorper erfoigt durch Adsorption an die Wande der 
MTP-Napfe uber 12 Stunden bei 4°C Danach wird die 
Losung entfernt und 200 p.1 einer Stabilisierungslosung 
(5% Massenanteile Saccharose, 0,5% Massenanteile 
Rinderserumalbumin, 0,02% Massenanteile Merthiolat 
und 0,05% Volumenanteile an Tween 20) werden zuge- 
geben. Nach 1 Stunde Inkubation wird die Losung 
grundlich entfernt, die MTP erst bei 37° C, dann bei 
Zimmertemperatur im Vakuum getrocknet. Die vollig 
trockenen, mit dem Antikorper beschichteten MTP 
werden dann in Folie unter Zusatz eines Filterpapier- 
streifens luftdicht verpackt und so bis zur Verwendung 
bei 4° C aufbewahrt 

Die Herstellung der Negativkontrollen (Nullplasma 
EDTA-PIasma frei von GP-BB) erfoigt durch spezifi- 
sche Entfernung der in physio logischen Konzentratio- 
nen im Blut vorkommenden GP-BB und abschiieBender 
Lyophilisation zu 150 u.1 pro Ampulle. 

Die Positivkontrollen (sechs: 160, 80, 40, 20, 10, 5 ng/ 
ml) werden durch Substitution von Nullplasma mit aus 
menschlichem Herzmuskel praparierter GP-BB in defi- 
nierten Konzentrationen hergestellt Von jeder Positiv- 
kontrolle werden 150 u.1 pro Ampulle lyophilisiert. 

Das Antikorper-IIFll-POD-IConjugat wird nach lib- 
lichen Verfahren entweder uber SPDP- oder Perjodat- 
Kopplung hergestellt Die Stammlosung in Testbesteck 
enthalt ca. 200 p.g Antikorper-IIFl 1-PODrKonjugat pro 
ml, 10% Volumenanteile normales Kalberserum, 0,05% 
Volumenanteile Tween 20 und 4 mM EDTA in PBS. 

Zur Herstellung der Arbeitsverdunnung der Antikor- j 
per 1IF1 1 -POD-Konjugat-Stammlosung wird ein Puffer 
folgender Zusammensetzung verwendet: PBS mit 10% 
Volumenanteilen normales Kalberserum, 0,05% Volu- 
menanteile Tween 20 und 4 mM EDTA. 

Dem Testbesteck werden zusatzlich in jeweils ge- 
trennten Ampullen o-Phenylendiamin, H 2 0 2 und 2JS N 
H2SO4 zugegeben. 

3. Verwendung des I EM A zur quantitativen 

Bestimmung von GP-BB im Blut 

Vom Patienten wird Blut entnommen, dem sofort ED- 
TA bis zur Konzentration von 4 mM zugesetzt wird, 
damit eine Gerinnung verhindert wird. Nach Abzentri- 
fugieren der Blutzellen entsteht EDTA -Plasma, das di- 1 
rekt in den IEMA eingesetzt wird. In die Napfe einer mit 
dem Antikorper VID12 beschichteten MTP werden 
50 u.1 der Plasmaproben (in jeweils Zwei-Doppel-Be- 
stimmungen!) etngefullt. Gleichzeitig werden zwei Nap- 
fe mit je 50 uJ Nullplasma (Negativkontrolle) und zwolf 
weitere mit je 50 ul der sechs Positivkontrollen be- 
schichtet, nachdem die Lyophilisate mit dem entspre- 
chenden Volumen an H2O2 aufgelost worden waren. 
Den Proben, Negativ- und Positivkontrollen werden 
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dann nach Herstellung der erusprechenden Arbeitsver- 
dunnung des Antikorper-IIFl 1-POD-Konjugates je- 
weils 50 u.1 davon zugesetzL Es schlieBt sich eine Inku- 
bation von 60 min bei Zimmertemperatur in einer 
feuchicn Kammer auf einem Schiittter an. Danach wird 5 
mit Wasscr gnindlich gewaschen und die Napfe voll- 
standig geleert und die Substratlosung (200 u.l/Napf) zu- 
gegcben. Nach einer Inkubation von 15 min bei Zim- 
mertemperatur im Dunkeln werden pro Napf 50 |xl 
2.5 N HjSO« zur Abstoppung der Farbreaktion zuge- 10 
fugt. Die Intensitat der entstandenen Farbung wird in 
cincm Photometer bei der Wellenlange = 492 nm ge- 
me^ert An den Mittelwerten der gemessenen Extink- 
tionen der Doppelbestimmungen wird mittels der im 
gletchen Test ermittelten Eichkurve (sechs Standard- 15 
wcrte als Posittvkontrolle) der GP-BB-Gehalt des be- 
stimmten Patientenplasmas ermittelt (siehe Standard- 
kurve mit Probe Abb. 2). 

Patentanspruche 20 

I. Immunenzymometrischer Assay (IEMA) zur im- 
munchemischen Bestimmung von Glykogeniso- 
phosphorylase BB (GP-BB) im Blut, bestehend aus 

— einer mit einem monoklonalen Antikorper 25 
gegen GP-BB beschichteten und stabilisierten 
festen Phase, 

— einem zweiten monoklonalen Antikorper 
gegen GP-BB, der mit einem Enzym markiert 

ist ( Antikorper-Enzym-Konjugat), 30 

— einer Losung zum Aufnehmen des Antikor- 
per- EnzynvKonjugats, 

— Positivkontrollen (Standardproben), 

— Negativkontrolle, 

— einem Chromogen, 35 

— einem Enzymsubstrat, 

— einem Substratpuffer zum Aufnehmen von 
^Enzymsubstrat und Chromogea 

— Saure zum Stoppender Farbreaktion, 
gekennzeichnet dadurch, daB zur Bestimmung 40 
von GP-BB im Blut 

— der monoklonale Antikorper, mit dem die 
feste Phase beschichtet ist, der Antikorper 
VID1 2 (produziert durch die Hybridomzeliinie 
ZIM-0326) ist und die Stabilisierung der be- 45 
schichteten festen Phase mit einer Pufferlo- 
sung erfolgt ist, die 

2 — 7 Massenanteilein % Zucker, 

0,3—0,8 Massenanteile in % Schutzprotein, 

0,01—0,03 Massenanteile in % bakteriozide 50 

Substanz, 

0,02-0,1 Volumenan teile in °/o Detergens ent- 
halt, 

— der zweite, mit Peroxidase (POD) markierte 
monoklonale Antikorper der Antikorper IIF1 1 55 
(produziert durch die Hybridomzeliinie ZIM- 
0329) ist, 

— die Losung zum Aufnehmen des Antikdr- 
per-IIFll-POD-Konjugats eine Pufferlosung 
ist, die 60 
5—15 Volumenanteile in % normales Kalber- 
serum, 

0,02 — 0,1 Volumenanteile in % Detergens und 
2—7 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 
enthalt, 65 

— die Negativkontrolle GP-BB-freies EDTA- 
Plasma (Nullplasma) ist, 

— die Positivkontrollen jeweils in Nullplasma 



aufgenommen sind. 

2. IEMA nach Anspruch 1, gekennzeichnet da- 
durch, daB die Pufferlosung zur Stabilisierung der 
beschichteten festen Phase als Zucker 5 Massenan- 
teile in % Saccharose, als Schutzprotein 0,5 Mas- 
senanteile in % Rinderserumalbumin, als bakterio- 
zide Substanz 0,02 Massenanteile in % Merthiolat 
und als Detergens 0,05 Volumenanteile in % Tween 
20 enthalL 

3. IEMA nach Anspruch 1, gekennzeichnet da- 
durch, daB die Pufferlosung zum Aufnehmen des 
Antikorper-IFFl 1-POD-Konjugats 10 Volumenan- 
teile in % normales Kalberserum als Detergens 
0,05 Volumenanteile in % Tween 20 und 4 mM ED- 
TA enthalt 

4. IEMA nach Anspruch 1—3, gekennzeichnet da- 
durch, daB die Pufferlosung zur Stabilisierung der 
beschichteten festen Phase und zum Aufnehmen 
des Antikdrper-IIFll-POD-Konjugats PBS 
(phosphate buffered saline) ist. 

5. IEMA nach Anspruch 1, 2 und 4, gekennzeichnet 
dadurch, daB die feste Phase eine Mikrotestplatte, 
ein Mikroteststreifen, ein Teststabchen oder eine 
Testkugel ist. 

6. IEMA nach Anspruch 1, gekennzeichnet da- 
durch, daB das zu bestimmende Blut 3—7 mMED- 
TA enthaltendes Plasma ist. 

7. Verfahren zur Herstellung eines immunenzymo- 
metrischen Assays (IEMA) zur Bestimmung von 
Glykogenisophosphorylase BB (GP-BB) im Blut, 
indem man eine feste Phase mit einem monoklona- 
len Antikorper gegen GP-BB beschichtet und da- 
nach stabilisiert, einen zweiten monoklonalen Anti- 
korper gegen GP-BB mit einem Enzym markiert 
(Antikdrper-Enzym-Konjugat), eine Losung zum 
Aufnehmen des Antikorper- Enzym- Konjugats be- 
reitet, eine Substratlosung, bestehend aus Chromo- 
gen, Enzymsubstrat und Substratpuffer, Negative 
kontrolle und Positivkontrollen sowie Saure zum 
Stoppen der Farbreaktion herstellt, gekennzeich- 
net dadurch, daB man die feste Phase mit dem mo- 
noklonalen Antikorper VID12 (produziert durch 
die Hybridomzeliinie ZIM-0326) beschichtet, die 
beschichtete feste Phase durch mehrstundige Inku- 
bation mit einer Pufferlosung stabilisiert, die 

2—7 Massenanteile in % Zucker, 
0,3—0,8 Massenanteile in % Schutzprotein, 
0,01 —0,03 Massenanteile in % bakteriozide Sub- 
stanz, 

0,02—0,1 Volumenanteile in % Detergens enthalt, 
den monoklonalen Antikorper 1FFU (produziert 
durch die Hybridomzeliinie ZIM-0329) mit Peroxi- 
dase (POD) markiert, eine Pufferlosung zum Auf- 
nehmen des Antikorper-IIFl 1- POD- Konjugats 
herstellt, die 

5— 15 Volumenanteile in % normales Kalberserum, 
0,02—0,1 Volumenanteile in % Detergens und 
2-7 mM Ethylendiamintetraacetat (EDTA) ent- 
halt, 

als Negativkontrolle GP-BB-freies EDTA-Plasma 
(Nullplasma) bereitet und Positivkontrollen her- 
stellt, die jeweils in Nullplasma aufgenommen wer- 
den. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, gekennzeichnet da- 
durch, daB man zur Beschichtung der festen Phase 
diese mit dem in Losung befindlichen monoklona- 
len Antikorper VID12 in Kontakt bringt und die 
Adsorption des monoklonalen Antikorpers an die 
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feste Phase innerhalb von 12 Stunden in einer 
feuchten Kammer bei 4°C oder durch Antrocknen 
bei 37°C innerhalb von weniger als 16 Stunden ab- 
laufen laBt. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, gekennzeichnet da* 5 
durch, daB man die beschichtete feste Phase zur 
Stabiiisierung 2 Stunden bei Raumtemperatur mil 
einer Pufferlosung inkubiert, die als Zucker 5 Mas- 
senanteile in % Saccharose, als Schutzprotein 0,5 
Massenan teile in % Rinderserumalbumin, als bak- j 0 
teriozide Substanz 0,02 Massenanteile in % Mert- 
hiolat und als Detergens 0,05 Volumenanteile in % 
Tween 20 enthalt, und danach die beschichtete und 
stabilisierte feste Phase vollstandig trocknet. 

10. Verfahren nach Anspruch 7—9, gekennzeichnet 15 
dadurch,daQ man die beschichtete und stabilisierte 
feste Phase zusammen mit Trockenmittel in Folie 
luftdicht einschweifit 

11. Verfahren nach Anspruch 7—10, gekennzeich- 
net dadurch, daB man als feste Phase eine Mikro- 20 
testplatte, einen Mikroteststreifen, ein Tefionstab- 
chen oder eineTestkugel einsetzt 

1 2. Verfahren nach Anspruch 7, gekennzeichnet da- 
durch, daB man die Pufferlosung zum Aufnehmen 
des Antikdrper-HFl 1 -POD-Konjugats mit 25 
10 Volumenanteilen in % normalem Kalberserum, 
0,05 Volumenanteilen in % Tween 20 als Detergens 
und 

4 mM EDTA herstellt. 

13. Verfahren nach Anspruch 7, 9, 12, gekennzeich- 30 
net dadurch, daB man als Pufferlosungen zur Stabi- 
lisierung der beschichteten festen Phase und zum 
Aufnehmen des Antikorper-IIFll -POD-Konjugats 
PBS (phosphate buffered saline) einsetzt 

14. Verwendung eines immunenzymometrischen 35 
Assays (IEMA) zur immunchemischen Bestimmung 
von Glykogenisophosphorylase BB (GP-BB) im 
Blut, indem man die Reaktionsflachen einer mit ei- 
nem monoklonalen Antikorper gegen GP-BB be- 
schichteten und stabilisierten festen Phase mit den 40 
zu bestimmenden Blutproben, einer Negativkon- 
trolle und Positivkontrollen in Kontakt bringt, alle 
Kontrollen und Proben mit einem zweiten, in L6- 
sung befindiichen monoklonalen Antikorper gegen 
GP-BB, der mit einem Enzym markiert ist (Antikor- 45 
per- Enzym- Konjugat) inkubiert, danach mit einer 
Substratlosung aus Chromogen, Enzymsubstrat 
und Substratpuffer inkubiert, die Reaktion durch 
Zugabe von Sauren stoppt und schlieBlich die En* 
zymaktivitat photometrisch, fluorometrisch oder 50 
luminometrisch bestimmt, gekennzeichnet dadurch, 
daB der IEMA gemaB Anspruch 1 eingesetzt wird, 
die zu bestimmenden Blutproben als EDTA-Plasma 
eingesetzt werden und die Inkubation mitdem An- 
tikorper- Enzym- Konjugat in einer feuchten Kam- 55 
mer bei Raumtemperatur innerhalb von 90 min zur 
Feindiagnostik oder innerhalb von 30 min zur 
Schnelldiagnostik erfolgt. 
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